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博士論文要旨 
(題目) 難治がんの寄与分子と克服薬の探索と同定：脳転移性エクソソームの血液脳関
門内在化受容体と膵臓がんゲムシタビン感受性増強薬 
(氏名) 黒田 広樹 
 
【背景・目的】 
がん脳転移および膵臓がんは難治がんの中でも特に予後不良ながん病変である。これ
らの予防・治療法の改善にはがん難治化に主要に寄与する分子の同定と、メカニズムに
基づいた分子制御法の開発が重要である。 
脳転移は全がん患者の 8.5-25%が発症する中央生存期間 1 年未満の中枢合併症であり、
予防法の開発が急務であるが、脳転移を直接予防するための分子メカニズムの解明はな
されていない。近年、脳転移性がん細胞由来のエクソソームが、高い活性で脳毛細血管
内皮細胞へ内在化し、密着結合を崩壊させることでがん細胞の脳移行を促進することが
報告された。従って、脳毛細血管内皮細胞へのエクソソーム内在化に主要に寄与する分
子の解明は、脳転移の回避に繋がりうる重要な課題と言える。しかし、脳転移性がん細
胞由来のエクソソームが、共通して細胞接着分子 integrin β3 を発現すること以外に、脳
毛細血管内皮細胞への内在化に寄与しうる分子の報告はみられない。光反応性架橋剤
sulfo-SBED は、任意のタンパク質と相互作用する受容体をビオチン化でき、ストレプト
アビジンで回収した受容体を近年開発された高感度な網羅的プロテオミクスSWATH法
で解析することで、integrin β3 あるいはその他のリガンドに対応する脳毛細血管内皮細
胞上のエクソソーム受容体を包括的に同定できると考えられる。エクソソームの放出量
が多く、高い脳指向性が報告されているヒトメラノーマ細胞株 SK-Mel-28 は、脳転移性
がん細胞由来エクソソームのドナーとして有用であると考えた。 
膵臓がんは 5 年生存率 15%以下の難治がんである。50%以上が転移後に発見されるた
め化学療法の重要性が示唆されている。標準治療薬であるゲムシタビンは、副作用が穏
和であるというメリットがある一方で、客観的奏効率が 8-14%と臨床上大きな問題を抱
えている。当研究室の大峰らは過去に、膵臓がん臨床検体におけるゲムシタビンリン酸
化酵素 deoxycytidine kinase (dCK)のタンパク質発現量が、ゲムシタビン治療患者の無増
悪生存期間に相関することを明らかにした。従って、ゲムシタビン治療効果が低い患者
に対し、dCK の発現を誘導することで、膵臓がんへのゲムシタビン感受性増強が期待で
きる。dCK のタンパク質発現量が低く、ゲムシタビンに低感受性のヒト膵臓がん細胞株
AsPC1 は、dCK 低発現を伴うゲムシタビン治療予後不良患者の in vitro モデルとして有
用である。さらに、安全性の確立された既承認薬で dCK の発現誘導が達成されれば、
迅速な臨床応用に繋がると考えた。 
本研究は、SK-Mel-28 細胞由来エクソソームがヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3
細胞に内在化するために主要に寄与する受容体の同定と、AsPC1 細胞における dCK タ
 
 
ンパク質発現誘導を介してゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強する既承認薬の同
定を目的とした。 
 
【方法】 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化活性は、cell-to-medium 
ratio で評価した。エクソソーム受容体候補タンパク質は、sulfo-SBED でビオチン化し、
ストレプタビジンビーズで回収後、SWATH 法にて同定した。多様な構造の既承認薬 40
種類を選択し、AsPC1 細胞増殖抑制試験にて、ゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強
する薬物を探索した。DCK 転写活性化作用は、転写活性を変動させるとの報告がある
DCK プロモーター領域に対するルシフェラーゼアッセイで評価した。 
 
【結果・考察】 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化に寄与する受容体タン
パク質候補分子の同定 
Nanoparticle Tracking Analysis と LC-MS/MS label-free SRM 解析の結果、SK-Mel-28 か
ら ExoQuick-TC を用いて回収したエクソソーム画分は、モード径 134 nm であり、5 種
類のエクソソームマーカータンパク質を発現することが確認された。よって、エクソソ
ーム粒子が回収できたことが示唆された。生体膜蛍光標識剤 PKH67 で標識したエクソ
ソームを 37℃で hCMEC/D3 細胞とインキュベートした結果、hCMEC/D3 細胞の核周辺
に点状の蛍光が観察され、エクソソームが hCMEC/D3 細胞に内在化したことが示唆さ
れた。37℃、6 時間のインキュベートでの cell-to-medium ratio は 181 µL/mg protein であ
り、４℃では有意に 96%低下した。従って、エクソソームの内在化はエネルギー依存的
なメカニズムで説明できることが示唆された。エクソソームのエネルギー依存的な内在
化は大きくマクロピノサイトーシスと受容体介在性エンドサイトーシスに分けられる。
マクロピノサイトーシス阻害剤 EIPA を 50, 100 µM で処理した結果、エクソソームの
cell-to-medium ratio はそれぞれ 24、30%有意に低下した。これらの間に有意差な差がな
かったことから、残りの約 70%には受容体介在性のエンドサイトーシスが関与すると考
えられた。細胞接着阻害ペプチド RGD の 1 mM 処理で、cell-to-medium ratio は有意に
15%低下した。従って、エクソソームの内在化に integrin β3 が認識する RGD 配列依存
的なエンドサイトーシスが関与することが示唆され、残りの最大 50%以上はリガンド未
知の受容体が関与する可能性が示された。Sulfo-SBED は、任意のリガンド-受容体複合
体を架橋後、sulfo-SBED 分子内 SS 結合の還元によって、sulfo-SBED 分子内ビオチン構
造を受容体に付加できる架橋剤であり、複数の未知リガンドに対応する受容体を回収可
能である。Transferrin をモデルタンパク質として、sulfo-SBED による受容体回収法を検
証した。回収したビオチン化受容体画分をストレプトアビジンブロッティングで解析し
た結果、Transferrin receptor 1 の分子量付近にバンドが検出された。バンドを切り出し、
 
 
トリプシン消化後、LC-MS/MS Data Dependent Acquisition mode で解析した結果、
Transferrin receptor 1 由来のペプチドが 25 種類同定されたのに対し、Transferrin 由来ペ
プチドの同定数は 3-4 種類であった。Data Dependent Acquisition mode でのペプチド同定
数は、当該タンパク質含有量に依存することが報告されていることから、sulfo-SBED は
受容体分子を回収する方法として有用であることが示された。エクソソーム受容体は多
くが細胞接着に関与する分子であることが報告されている。同様に sulfo-SBED を用い
て hCMEC/D3 細胞上のエクソソーム受容体画分を調製し、LC-MS/MS SWATH 法で解析
した結果、12 種類の細胞接着に関与する細胞膜タンパク質が同定された。RGD 配列依
存的な細胞接着に関与する integrin α5, αV に着目し、アンタゴニスト抗体を処理した結
果、エクソソームの cell-to-medium ratio は有意に 12%低下した。以上より、エクソソー
ムの hCMEC/D3 細胞への内在化に integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆され
た。 
 
ヒト脳毛細血管内皮細胞における CD46 の SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの受容体
としての寄与解析 
Sulfo-SBED/SWATH 法では、細胞接着分子以外にウイルスと相互作用する膜タンパク
質が 8 種類同定されていた。エクソソームは核酸キャリアとしての機能がウイルスと類
似していることが指摘されており、エクソソームの内在化にはウイルス受容体が関与す
る例が報告されている。よって、これらの分子もエクソソーム受容体として機能してい
る可能性が考えられた。CD46 はエクソソーム受容体としての報告はないが、ヒト脳毛
細血管における発現が報告されており、代表的な基質である麻疹ウイルスはヒト脳毛細
血管内皮細胞に in vitro および in vivo で感染することが報告されている。また、アデノ
ウイルスの標的細胞への内在化には CD46 と RGD 認識性 integrin αV が関与することが
報告されている。本研究でも SK-Mel-28 由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在
化に RGD 認識性 integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆されたことから、CD46
がエクソソーム受容体としても機能するとの仮説を立てた。シークエンス解析の結果
hCMEC/D3 細胞において、CD46 の 4 種類のスプライシングバリアントが発現すること
が示された。これらの共通領域に対する siRNA を処理した結果、hCMEC/D3 細胞にお
ける CD46 mRNA とタンパク質発現量はそれぞれ 91、38%有意に低下した。同条件でエ
クソソームの取込実験を行った結果、cell-to-medium ratio は有意に 39%低下した。よっ
て、CD46 は integrin α5 あるいは αV よりも高い寄与率でエクソソームの内在化に関与
することが示唆された。CD46 に対する siRNA を処理した hCMEC/D3 細胞に RGD を処
理しても、cell-to-medium ratio の有意な低下は見られなかった。従って、CD46 は RGD 
integrin と一部共通の経路でエクソソーム内在化に寄与する可能性が示された。 
 CD46 の in vivo のヒト脳毛細血管内皮細胞における発現を明らかにするため、内皮細
胞マーカータンパク質 GLUT1 との免疫共染色を行った結果、CD46 と GLUT1 の共局在
 
 
が示され、CD46 が生体内でも脳毛細血管内皮細胞において発現することが示唆された。 
 
dCK の発現誘導に基づくゲムシタビン感受性増強薬の同定 
50 nM のゲムシタビンは AsPC1 細胞への曝露 1 日目で有意な細胞増殖抑制効果を発
揮した。タンパク質発現のターンオーバーは平均半減期 46hr であることが報告されて
いる。そこで併用候補薬物を 3 日間処理することで、ゲムシタビンが薬効を発揮する前
に dCK タンパク質を誘導できると考えた。40 種類の既承認薬をそれぞれ、AsPC1 細胞
に 10 µM で 3 日間処理した結果、35 種類は生存細胞数の有意な低下を示さなかった。
3 日間の曝露の後、ゲムシタビンを処理した結果、all trans retinoic acid (ATRA)と Alacepril
のみ、ゲムシタビン単独処理に比較して有意な生存細胞数低下を示した。よって、これ
らの薬物が単独で毒性を示さず、ゲムシタビンの感受性を増強することが示唆された。
ルシフェラーゼアッセイの結果、Alacepril は有意なルシフェラーゼの発光値を上昇させ
なかったが、ATRA は有意に 1.8 倍上昇させた。よって ATRA は dCK の転写活性を上昇
させることが示唆された。ATRA は転写因子 Sp1 の転写調節配列 GC box へのリクルー
トを促進することで転写活性を調節する作用が報告されている。本研究で用いた dCK
プロモーター領域にも GC box が含まれることが報告されており、ATRA の標的配列で
あることが考えられた。しかし、GC box の活性化作用が報告されている Calcitriol およ
び Carvedilol は DCK の転写活性化作用を示さなかった。Western blot による dCK タンパ
ク質発現解析の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞質画分の dCK タンパク質発現は 1.5 倍
の上昇傾向を示した。当研究室の大峰らが過去に報告した膵臓がん細胞株の dCK タンパ
ク質発現量とゲムシタビンの IC50値の逆相関関係に基づくと、AsPC1 細胞における dCK
タンパク質発現量の 1.5 倍の上昇は、IC50 値の 3.2 倍の低下に相当することが予測され
る。ATRA 処理により、AsPC1 細胞におけるゲムシタビン IC50値は 2.9 倍低下した。従
って、ATRA によるゲムシタビン感受性増強効果は dCK のタンパク質発現誘導を介し
ていることが定量的に示唆された。ATRA は臨床最高血中濃度が 0.067-4 μM と報告さ
れている。ATRA によるゲムシタビン感受性増強作用の濃度依存性を検証した結果、
ATRA はゲムシタビン非存在下では 50 μM ではじめて AsPC1 細胞の生存細胞数を有意
に低下させたが、50 nM ゲムシタビン存在下では 0.03 μM の濃度で最大のゲムシタビン
感受性増強効果を発揮した。従って、ATRA によるゲムシタビン感受性増強効果は臨床
においても期待できることが示唆された。 
 
【結論】 
本研究は脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28 由来エクソソームの血液脳関門内皮
細胞 hCMEC/D3 への内在化において CD46 が主要な役割を担うことを示唆した。ATRA
が膵臓がん細胞株 AsPC1 における dCK タンパク質発現誘導を介して、ゲムシタビンに
よる細胞増殖抑制効果を増強することを見出した。 
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難治がんの中でも特に予後不良な脳転移や膵臓がんの予防・治療法の改善は重要である。
近年、脳転移の成立に、がん細胞由来エクソソームの脳毛細血管内皮細胞への内在化を伴
う血液脳関門崩壊の重要性が報告された。過去の研究から、膵臓がんゲムシタビン化学療
法は、膵臓がん組織中 deoxycytidine kinase (dCK)のタンパク質発現量上昇によって改善でき
る可能性が示されている。本研究は、ヒト脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28 由来エク
ソソームがヒト脳毛細血管内皮細胞株hCMEC/D3細胞に内在化するための主要な受容体の
同定と、ゲムシタビン低感受性膵臓がん細胞株 AsPC1 細胞中 dCK タンパク質発現誘導を
介して、ゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強する併用候補薬の同定を目的とした。 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームは hCMEC/D3 細胞にエネルギー依存的に内在化し、少
なくとも約 70%に受容体介在性エンドサイトーシスの関与が示唆された。エクソソーム上
のタンパク質と相互作用する hCMEC/D3 細胞上の受容体を網羅的に同定するために、光親
和性架橋剤 Sulfo-SBED と高感度な網羅的プロテオミクス SWATH 法を組み合わせた探索を
行い、20 種類の細胞膜タンパク質を受容体候補分子として同定した。候補分子のうち細胞
接着分子 integrin (α5, αV)および、ウイルス受容体 CD46 に着目し、抗体あるいは siRNA を
処理した結果、エクソソームの内在化はそれぞれ 12、39%有意に低下した。従って、CD46
がhCMEC/D3細胞におけるエクソソーム受容体として主要な役割を担う可能性が示された。
本研究ではさらに、ヒト脳凍結切片の免疫染色で、CD46 が脳毛細血管内皮細胞マーカー
GLUT1 と共局在することを明らかにし、CD46 が in vivo でも脳毛細血管内皮細胞へのエク
ソソーム内在化に寄与する可能性を示した。 
既承認薬 40 種類を幅広く選択し、AsPC1 細胞に各々処理後、ゲムシタビンを処理した結
果、All trans retinoic acid (ATRA) および Alacepril のみ、単独で毒性を示すことなく、ゲム
シタビンの感受性を増強した。dCK 誘導作用を検討するために、dCK の転写調節領域を含
むプロモーターを用いたルシフェラーゼアッセイを行った結果、ATRA のみ、有意にルシ
フェラーゼの発光値を約 2 倍に上昇させた。Western blot の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞
における dCK のタンパク質発現量は上昇傾向を示し、ATRA が dCK のタンパク質発現量
を上昇させ、ゲムシタビン感受性を増強することが示唆された。更にこの増強効果は ATRA
の臨床血中濃度よりも低い 0.03 µM でも発揮され、臨床応用の可能性を示した。 
以上、本研究は脳転移性エクソソームの脳毛細血管内皮細胞への内在化に主要に寄与す
る受容体として CD46、dCK 発現量上昇を介してゲムシタビン感受性を増強する既承認薬
として ATRA を見出した研究であり、高く評価できる。 
よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
